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La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que 
suele aparecer a partir de los 65 años acompañado de pérdida de memoria, 
incapacidad de ejecutar movimientos coordinados y alteración en el lenguaje. Es 
considerada una Tauopatía, debido a que el principal factor involucrado en esta 
alteración es la proteína Tau, encargada de estabilizar microtúbulos y permitir el 
transporte axonal. Durante la EA ocurren una serie de desregulaciones, entre 
ellas, la hiperfosforilación anómala de Tau capaz de formar agregados 
intermedios conocidos como oligómeros compuestos principalmente por hoja 
β. Recientes estudios han mostrado que estos son los responsables del daño 
neuronal, debido a que producen estrés oxidativo activando la respuesta 
inflamatoria y provocando muerte neuronal. 
 
Bajo esta premisa, se evaluó el comportamiento de dichos oligómeros y 
se verificó si eran capaces de remodelar su estructura. Para esto, primero se 
aislaron monómeros a partir de proteína recombinante y fueron purificados a 
través de técnicas cromatográficas. Posteriormente, se obtuvieron estructuras 
oligoméricas mediante cinética de agregación y se evidenció su intensidad con 
tioflavina T, la cual posee afinidad por estructuras de hoja β. Finalmente, se 
probaron una serie de compuestos de origen natural, que se encuentran bajo 
elucidación estructural, que fueron capaces de inhibir el proceso de agregación 
de la proteína Tau, lo cual fue evidenciado mediante dot blot, utilizando el 
anticuerpo T22 que reconoce específicamente oligómeros. De esta manera, se 
observó que las moléculas naturales seleccionadas son capaces de remodelar la 





CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN / MARCO TEÓRICO 
 
 
Las Tauopatías son un conjunto de alteraciones neurodegenerativas 
caracterizadas por el depósito anormal de la proteína Tau(1). La más común es la 
enfermedad de Alzheimer (EA), alteración neurodegenerativa progresiva 
asociada a pérdida de memoria, compromiso de la capacidad intelectual, 
alteraciones en el comportamiento y atrofia de diferentes zonas del cerebro 
relacionados a la muerte de neuronas colinérgicas(2-4). 
 
Fue descrita por primera vez en 1906 por el médico alemán Aloysius 
Alzheimer(5, 6)y en la actualidad, la EA constituye el principal tipo de demencia en 
personas mayores de 65 años, su evolución se extiende hasta los 10 años o más 
desde el momento del diagnóstico y su riesgo de aparición aumenta con la edad, 
siendo las mujeres aquellas con más probabilidades de desarrollar la 
enfermedad(7). 
 
Durante el año 2005 se estimaba que existían al menos 24,2 millones de 
personas con demencia a nivel mundial con 4,6 millones de nuevos casos cada 
año. Actualmente, el número de personas con demencia ascendió a 47 millones 
aproximadamente con una incidencia de 9,9 millones, de los cuales el 60-70% 
corresponden a la EA(8)y se espera que para el año 2040 existan alrededor de 
100 millones de personas con demencia(9, 10). 
 
Estos datos son preocupantes y se agravan al no existir una cura o 
tratamiento efectivo contra esta patología, además, su etiología aún es 
desconocida y existen múltiples factores que podrían estar asociados a ella, tales 
como obesidad, dislipidemias, historial de diabetes e hipertensión(11-13). Por estas 
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razones, hoy en día se plantean diferentes hipótesis que intentan aclarar la 
fisiopatología de la EA para así poder combatirla y acabar con la creciente suma 
de nuevos casos. Dentro de ellas, encontramos la formación de agregados 
patológicos de Tau que, mediante diferentes mecanismos de activación de la 
respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, entre otros, provocan la interrupción de 
las conexiones sinápticas y la muerte neuronal desencadenando en un déficit 
cognitivo(14).  
 
Es por esto, que estudios recientes están dirigidos a analizar el proceso 
de agregación de la proteína Tau que conlleva a la formación de oligómeros 





1.1.1 Estructura y función 
 
 
Tau pertenece a la familia de las proteínas asociadas a microtúbulos 
(MAPs), es soluble y no presenta una estructura secundaria definida. Posee una 
región amino-terminal y otra carboxi-terminal, que a su vez contiene una región 
rica en prolinas y una de unión a microtúbulos que se enlaza a dímeros de α y β 
tubulina(15).  
 
Se caracteriza por estar predominantemente expresada en las células del 
sistema nervioso central y participar en el ensamble de monómeros de tubulina 
para dar lugar a la red de microtúbulos neuronales, los cuales contribuyen al 





El gen que codifica para Tau se encuentra en el cromosoma 17q21 y 
origina seis isoformas comprendidas en un intervalo de peso molecular de 55 a 
70 kDa, las cuales poseen entre 352 y 441 residuos de aminoácidos, se forman 
a partir de la unión aleatoria de los exones 2, 3 y 10(17), siendo este último el que 
pertenece al dominio de unión a microtúbulos (MBD) y cuya ausencia determina 
la agrupación de tres isoformas denominadas tres repeticiones (3R) y tres 
isoformas que contienen el exón 10, denominado cuatro repeticiones (4R)(18). Tal 
como se muestra en la Figura 1. 
 
Figura 1: Disposición de las seis isoformas de Tau en el cerebro humano. Se 
diferencian por la inclusión o exclusión de los exones 2 (amarillo), exón 3 
(naranja) y exón 10 (azul claro). El dominio asociado a los microtúbulos está 






1.1.2 Región de unión a microtúbulos (4R) 
 
 
La región de unión a microtúbulos corresponde a una fracción de la 
proteína Tau que contiene cuatro dominios de unión a microtúbulos, está 
compuesta por la secuencia aminoacídica 244 - 372 y su peso molecular es de 
14 kDa(20). Cabe destacar que la mínima región necesaria para la agregación de 
Tau comprende los residuos 317–335(15), en su defecto, se pueden utilizar 
fracciones que posean al menos dos dominios de unión a microtúbulos capaces 
de formar hoja β, porque poseen la misma afinidad y comportamiento que la 
proteína completa(21).  
 
Además, dentro de las Tauopatías existen mutaciones que aumentan la 
inclusión del exón 10 y elevan la relación normal 4R / 3R de 1:1 a 2-3:1, el exceso 
de 4R da como resultado una saturación de los sitios de unión a microtúbulos 




Figura 2: Secuencia aminoacídica de la proteína Tau 2N4R. La fracción 4R está 
comprendida entre los aminoácidos 244-372, la cual contiene los fragmentos 
PHF6 Y PHF6* involucrados en el proceso de agregación.(23) 
 
 
Además, como se observa en la Figura 2, la fracción 4R de la proteína Tau 
posee dos motivos de agregación, los fragmentos PHF6 275VQIINK280 y PHF6* 
306VQIVYK311, donde PHF6 se encuentra al comienzo de la tercera repetición y 
está presente en todas las isoformas de Tau. Por el contrario, PHF6* se 
encuentra al comienzo de la segunda repetición y está presente solo en las 
isoformas de Tau de cuatro repeticiones (4R)(24).  A partir de esto se ha 
comprobado que los oligómeros de la proteína son capaces de interactuar con 
estas secuencias hexapeptídicas, siendo las principales responsables de la 
asociación proteína-proteína en etapas tempranas del proceso de agregación(25, 
26). Por otro lado, se ha dilucidado mediante espectroscopía de resonancia 
magnética nuclear que dichos motivos están implicados no solo en la agregación 
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anormal de Tau, sino que también alteran las interacciones con microtúbulos 
reflejando una estrecha relación entre las funciones patológicas y fisiológicas de 
Tau(27). 
 
Por esta razón, hoy se postula que ambos fragmentos pueden ser usados 
como sitios de acción para algunos inhibidores, debido a su rol durante el proceso 
de agregación al interactuar con estructuras que poseen contenido de hoja β, 
siendo PHF6 el principal sitio de nucleación que impulsa la agregación(28, 29). 
 
 
1.2 Mecanismo de agregación / formación de oligómeros 
 
 
El plegamiento de las proteínas depende tanto de su secuencia 
aminoacídica como de la maquinaria presente en la célula. Los procesos 
anormales de plegamiento, inducidos por diversas situaciones de estrés en el 
ambiente intra o extra celular, mutaciones u otros eventos, pueden resultar en la 
pérdida de las funciones fisiológicas de la proteína o en la generación de 
estructuras tóxicas para la célula, provocando acontecimientos patológicos(24). 
Desde un enfoque estructural, las proteínas presentes en este tipo de 
organizaciones se caracterizan por ser hidrofóbicas y favorecer la agregación en 
estructuras con alto contenido de hoja β (30). 
 
Los procesos de agregación proteica en la EA se caracterizan por ser 
lentos y organizados. Uno de los modelos más aceptados para la formación de 
agregados es el de nucleación-polimerización(31, 32), el cual propone una cinética 
particular definida por dos fases de agregación como se muestra en la Figura 3. 
La primera de ellas, denominada fase de retardo involucra la formación de 
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centros de agregación llamados "núcleos" o "semillas" de polimerización a partir 
de intermediarios solubles o formas aberrantes de estas proteínas (oligómeros). 
La formación de estas pequeñas estructuras oligoméricas da paso a la segunda 
fase en este proceso (fase exponencial), donde el reclutamiento exponencial de 
nuevas unidades a los agregados previamente formados resulta en una gran 
carga de estructuras con contenido de hoja β, las cuales se distribuyen en un 
amplio espectro de organizaciones como pequeños oligómeros, protofibras, 
fibras y ovillos neurofibrilares(33-35). 
 
Estudios anteriores demostraron que dichas actividades están reguladas 
en gran parte por el estado de fosforilación de Tau, así como por el número de 
dominios funcionales de unión a tubulina localizados en el extremo C–terminal 
(centros de nucleación)(35), siendo importante monitorear el mecanismo de 






Figura 3: Modelo de agregación proteica de tipo nucleación-polimerización. Se 
observa la fase de retardo en la que se inicia el proceso de agregación y la fase 
exponencial donde se obtienen fibras de tipo insoluble. 
. 
 
1.3 Monitoreo de agregación mediante tioflavina T 
 
 
La tioflavina T (ThT) es un colorante comúnmente utilizado para 
monitorear la formación in vitro de fibras con contenido de hoja β, debido a que 
interactúa preferentemente con residuos aromáticos dispuestos en "ranuras" 
paralelas a lo largo de su cadena lateral(36).  
El mecanismo de fluorescencia se ha atribuido a la rotación interna de 
grupos o fragmentos moleculares asociados a procesos de transferencia de 
electrones, que al unirse a estructuras con contenido de hoja β producen una 
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inmovilización del enlace C-C central que conecta los anillos benziatol y 
benzialamina, que se encuentran rotados cuando la molécula está libre, es decir, 
se ubican en planos diferentes presentando un estado de baja fluorescencia. Sin 
embargo, al unirse a estructuras de hojas β rígidas, se produce una 
inmovilización de los últimos, generando un estado de excitación (385 - 450 nm) 
y emisión (445 - 482 nm)(37-41). 
 
 
1.4 Estrés oxidativo y neuroinflamación 
 
 
El estrés oxidativo parece ser uno de los eventos más tempranos y un 
determinante principal de la patogénesis y progresión de la EA, ya que 
desempeña un papel importante en la degeneración neuronal(42).  En general, es 
causado por el desequilibrio entre las especies reactivas de oxígeno (O2- , H2O2 
y OH) que al aumentar oxidan el glutatión favoreciendo la hiperfosforilación de 
Tau que se traduce en la acumulación de proteínas oxidadas, lípidos y ácidos 
nucleicos en respuesta a una disfunción mitocondrial que afecta la fluidez y el 
transporte de iones de la membrana, actividades enzimáticas y anclaje de 
proteínas para finalmente causar la muerte celular(43, 44). 
 
Por otro lado, la microglía que puede permanecer en estado inactivo por 
largos períodos de tiempo modifica su comportamiento al detectar cambios del 
entorno y, al recibir un estímulo fisiológico o patológico, es capaz de migrar a la 
zona de la lesión e inducir su activación(45). Es por esto, que durante la EA los 
agregados de Tau son reconocidos por los receptores de la microglía 
desencadenando una respuesta que converge en alteraciones del citoesqueleto, 
caracterizada por la liberación de mediadores proinflamatorios como 
interleuquinas, factor de necrosis tumoral alfa, interferón gamma, entre otros, 
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1.5 Compuestos naturales con capacidad de inhibición covalente 
y no covalente 
 
 
Hoy en día existe un aumento en la búsqueda de compuestos capaces de 
detener directamente el proceso de agregación de la proteína Tau, debido a que 
los tratamientos actuales están orientados a inhibir de manera indirecta el avance 
de la patología(47). En base a esto, estudios sugieren que algunas dietas con alto 
consumo de flavonoides y compuestos polifenólicos otorgan efectos preventivos 
en patologías asociadas a la amiloidosis proteica tales como la demencia, EA, 
diabetes entre otras(48), debido a que los compuestos naturales poseen efectos 
anti-agregantes, son más fáciles de asimilar por el cuerpo a través de una dieta 
saludable y no poseen efectos secundarios(49).  
 
Dentro de las interacciones moleculares entre inhibidores y proteínas 
amiloidogénicas encontramos las inhibiciones de tipo covalente y no covalente 
capaces de afectar distintas etapas del proceso de agregación generado durante 
la EA(50). De esta forma, los inhibidores de tipo covalente modifican la estructura 
del agregado proteico fomentando la formación de enlaces covalentes entre Tau 
y la molécula natural, bloqueando preferentemente la forma monomérica, puesto 
que de ella derivan las especies agregadas, sin embargo, pueden atacar algunas 
o todas las especies de la vía de agregación(51). 
 
 Hasta el momento, los mecanismos de acción conocidos de los 
inhibidores covalentes son la formación de bases de Shiff, la reacción de Michael 
16 
 
y la oxidación de residuos de cisteína. En los dos primeros el mecanismo de unión 
entre la molécula natural y la proteína genera un producto que provoca la 
inhibición del proceso amiloidogénico dando paso a la formación de productos 
incompetentes para la agregación. En el caso de la oxidación de los residuos de 
cisteína se inhibe la formación de enlaces disulfuro, claves para la interacción 
entre Tau-Tau durante la formación de agregados(52-54). Por otro lado, los 
inhibidores de tipo no covalente pueden actuar en cualquier estadío de la 
agregación, pero varían su efecto al estar frente a monómeros, oligómeros o 
fibras. Su mecanismo de acción se resume a interacciones transitorias generadas 
por puentes de sal, enlaces de hidrógeno, interacciones electrostáticas, entre 
otros; provocando un remodelamiento estructural capaz de inhibir la unión entre 







Los flavonoides corresponden a un grupo de compuestos polifenólicos 
naturales presentes en plantas, frutas y verduras, cuyo rol fisiológico se basa en 
combatir el estrés oxidativo producido por las altas concentraciones de CO2 y los 
rayos UV recibidos durante el proceso de fotosíntesis(56, 57). Poseen múltiples 
propiedades, siendo la antioxidante la más ampliamente estudiada(58, 59)al 
permitir que los anillos aromáticos se conjuguen con especies reactivas de 
oxígeno(60). Además, posee una propiedad anti inflamatoria que modula a las 
proteínas kinasas causantes del proceso inflamatorio e inhibe a las ciclo y 
lipooxigenasas responsables de la producción de ácido nítrico, prostaglandinas, 





En base a estos datos, se espera que el uso de moléculas de origen natural 
altere la estructura del oligómero haciendo que el proceso de agregación se vea 
disminuido y/o alterado. 
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“Los oligómeros de proteína Tau remodelan su estructura y disminuyen su 




2.2.1 Objetivo general 
 
Evaluar la capacidad de compuestos naturales de inhibir el proceso de 
agregación y remodelar estructuras oligoméricas de la proteína Tau. 
 
2.2.2 Objetivos específicos 
 
- Aislar monómeros a través de proteína recombinante e inducir diferentes 
estadios de agregación. 
- Evaluar la acción inhibitoria de moléculas naturales y disminuir el contenido de 
hoja β de las estructuras oligoméricas. 











• Modelo bacteriano de Escherichia coli BL21 (DE3) 
 
3.1.2 Reactivos y soluciones 
 




• Stock de kanamicina 10 mg/mL 
• Stock de IPTG 1 M  
• Stock de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM  
• Stock de glicerol 85%  
 
Soluciones:  
• Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) (Sigma®) para matraz  














• Filtro MS ® PP Syringe 25 mm con poros 0,22 μm 
• Columna ProPac™ IMAC-10 ThermoScientific®  
• Jeringa Microliter™ #710 de 100 μL Hamilton® 
• Columna ProImac 
 
Soluciones: 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 10 mM de imidazol, buffer A  
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 150 mM de imidazol, buffer B 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 10 mM de imidazol, buffer wash 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 15 mM de imidazol, buffer binding 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 20 mM de imidazol, buffer elución 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 40 mM de imidazol, buffer elución 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 80 mM de imidazol, buffer elución 
• 500 mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4- 120 mM de imidazol, buffer elución 
 







• Filtro concentrador Millipore® Amicon® Ultra - 4 de 15 mL 
 
Solución:  









• 4x Tris·HCl/SDS pH 8,8  
• 4x Tris·HCl/SDS pH 6,8  
• Laemmli Sample buffer (Bio-Rad®)  
• TEMED (Bio-Rad®)  
• Marcador de proteínas PageRuler Plus (ThermoScientific®)  
• Alcohol isopropílico  
• Persulfato de amonio 10% p/v  
 
Soluciones:  
• Solución 30% acrilamida, 0,8% bis-acrilamida  
• Solución de trabajo: 80% v/v solución stock de azul de Coomassie (0,1% 
p/v azul de Coomassie G250, 2% p/v ácido orto-fosfórico, 10% p/v sulfato 
de amonio), 20% v/v metanol  
• Solución de fijación: 40% v/v etanol, 10% v/v ácido acético  
• Solución de lavado: 20% v/v metanol, 15% v/v ácido acético  
 
 




• Stock de ThT 50 μM 
• Heparina 10 μM 
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• Minifold 1 Whatman™ 
• Papel de nitrocelulosa 0,2 nm 
• Hypercassette™ Amersham Biosciences 
Reactivos: 
• Anticuerpo primario policlonal (rabbit) anti tau, T22 
• Anticuerpo secundario monoclonal (anti- rabbit), ab6721 
Soluciones: 
• Metanol 100% 
• Caseína 5% 
• TBS 1X 






• Sonicador Ultrasonic Cleaner SB-100DT  
• Espectrofotómetro Mindray® BA-88ª  
• Fluorímetro Synergy H1 BioTek®  
• HPLC Youngling YL9100 System 
• Termoagitador en seco BOECO® MSH 130  
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• Incubador Shaker Zhicheng® ZHWY 100 B  
• Freezer Panasonic® MDF-U33U-PB  
• Refrigerador/congelador: Daewoo® RF-42151  
• Centrífuga Hettich® Universal 320R  
• Baño termorregulado: Digisystem® DSB-500D  
• Estufa de incubación Incucell MMM Group.  
• Recolector Fraction Collector Gilson FC203B  
• Cámara electroforética Mini-Protean® tetracell, 4-gel system (Bio-Rad®)  
• pHmetro digital Ohaus ® Starter 2100  
• Balanza analítica Adam ® AFA-120LC  










3.3 Tipo de estudio y lugar de realización 
 
 
La investigación realizada corresponde a un estudio experimental dirigido 
por Alberto Cornejo, el cual tuvo lugar en el laboratorio de Ciencias Aplicadas a 
la Tecnología Médica V (CATEM) de Tecnología Médica de la Universidad 






 Los siguientes protocolos fueron obtenidos a partir de Cornejo A. et al(20, 




3.4.1 Transformación bacteriana 
 
 
Para la obtención de proteína recombinante se deben añadir 5 µL del 
vector pET28a+ en conjunto con el inserto del fragmento 4R a 400 µL de una 
cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) almacenada previamente a -80°C. 
Posteriormente, se somete 30 minutos a 4°C, seguido de un golpe de calor seco 
a 42°C durante 30 segundos para finalizar con una nueva incubación a 4°C 
durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se incuba en un medio líquido con 
15 mL LB a 37°C durante una hora a 200 rpm, se centrifuga durante 5 minutos a 
1.000 rpm para obtener un pellet que es resuspendido en 200 µL de 
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sobrenadante para sembrarlo por agotamiento en estría en una placa de agar 
con LB más kanamicina 30 µg/mL e incubarlo durante 18-24 horas a 37°C. Al día 




3.4.2 Cultivo bacteriano 
 
 
El propósito de éste es aumentar el volumen de muestra para realizar los 
estudios a partir de un clon que esté produciendo la proteína en estudio. El 
protocolo para obtenerlo consta de una dilución primaria 1:100 del clon productor 
en medio líquido LB más kanamicina 30 µg/mL en un volumen final de 50 mL, 
incubado de 18 – 24 horas a 37°C 200 rpm. Transcurrido el tiempo, se debe 
realizar un traspaso de esta dilución 1:100 a un nuevo medio líquido LB más 
kanamicina 30 µg/mL en dilución 1:10 con volumen final de 400 mL con el 
propósito de obtener un pellet que contenga el monómero en estudio que será 
posteriormente almacenado a -80°C. 
 
 
3.4.3 Separación proteica 
 
 
El pellet previamente almacenado se resuspende en 10 mL de Buffer PBS 
más 200 µL PMSF 2 mM y es sometido a 3 ciclos de sonicado y congelado a 
37°C y -80°C respectivamente durante 5 minutos cada uno, luego se realiza un 
golpe de calor a 90°C en el baño termorregulado durante 10 minutos para finalizar 
en una centrifugación de 15 minutos a 5.000 rpm. El sobrenadante obtenido se 
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Una vez obtenido el sobrenadante que contiene nuestra proteína es 
necesario realizar una doble purificación, la primera mediante cromatografía 
líquida de alta presión con afinidad a metales, utilizando YL9100 HPLC System 
enlazado con el software YL Clarity. El proceso consta de dos fases que actúan 
de forma paralela, la fase móvil donde se utiliza un buffer de ambientación y otro 
de elución compuestos por 10 mM de imidazol, 20 mM de Na2HPO4, 500 mM de 
NaCl y 150 mM de imidazol, 20 mM de Na2HPO4, y 500 mM de NaCl 
respectivamente y, la fase estacionaria que posee como resina moléculas de 
cobalto dentro de la columna ProPac™ IMAC -10 ThermoScientific®. 
 
Para realizar la técnica se procede a inyectar 300 µL de sobrenadante 
hasta agotar un stock de 5 mL de muestra inicial; programando una medición a 
276 nm la cual se ve reflejada en un cromatograma, con una duración total de 80 
minutos. 
 
Luego de obtener la muestra desde el HPLC se realiza la segunda 
purificación utilizando la columna manual ProImac, a la cual se le agregan 12 mL 
del buffer de unión que contiene 10 mM imidazol más 15 mL de muestra y se 
incuba en agitación constante a 70 rpm por 30 minutos, luego se deja caer todo 
el buffer por gravedad cuidando que la columna no se seque, se añade buffer de 
lavado con 15 mM de imidazol, y se incuba por 30 minutos sin necesidad de 
agitar, se colecta y se inicia el proceso de interacción con los buffers de elución 
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utilizando 12 mL de cada uno con un tiempo de incubación de 5 minutos sin 
agitación y dejando caer 10 gotas antes de recolectar. El proceso de realiza con 
un gradiente de cuatro buffers de 20 mM, 40 mM, 80 mM y 120 mM de imidazol 
para obtener el monómero libre de interferentes. 
 
 
3.4.5 Concentración proteica 
 
 
La muestra obtenida de la diálisis se concentra mediante un filtro 
Millipore® Amicon® con poros de 10 kDa y capacidad de 15 mL y se centrifuga 
a 3.500 rpm por 15 minutos a 4ºC. Una vez terminado el proceso se determina la 
concentración proteica por el empleo del fluorímetro Sinergy H1. Para el cálculo 
de esta se procede a realizar una curva de calibración con BSA en base a 
concentraciones conocidas de 20, 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500 µg/mL y se 
mide a 275/310 nm en base a la fluorescencia intrínseca presentada por las 
moléculas, luego las absorbancias obtenidas son reemplazadas en la fórmula       
y = 2,3196x – 11,114 extraída desde el Gráfico 1 para, en relación a la curva, 
determinar la concentración de nuestra proteína y almacenarla en alícuotas de 





Gráfico 1: Curva de calibración de albúmina realizado en base a 
concentraciones conocidas de 20, 50, 100, 250, 500, 1.000 y 1.500 µg/mL y sus 
unidades de fluorescencia. R2= 0,998 
 
 
3.4.6 Electroforesis SDS-PAGE 
 
 
Con el fin de verificar la correcta inducción, purificación, agregación y 
remodelamiento de 4R se realizan distintas electroforesis SDS-PAGE, para esto 
se deben preparar dos geles de poliacrilamida, uno concentrador y otro 















































4x Tris-HCl/SDS pH 8,8 3,75 - 
4x Tris-HCl/SDS pH 6,8 - 1,25 
H2O 3,75 3,05 
10% Persulfato de amonio 0,05 0,025 
TEMED 0,01 0,005 
Tabla 1: Volúmenes y reactivos requeridos para la preparación de dos geles de 
poliacrilamida 
 
Una vez listos los geles se debe preparar la muestra de la siguiente 
manera:      36 µL de sobrenadante y 9 µL de mezcla (100 µL 2-mercaptoethanol, 
900 µL de Laemmli sample buffer) o manteniendo la proporción 4:1, 
respectivamente. Luego se debe someter a un golpe de calor seco a 95°C por 5 
minutos y cargar en el gel. 
 
 
3.4.7 Fijación, tinción y lavado 
 
 
Una vez finalizada la corrida de las muestras, se somete al gel a la solución 
de fijación compuesta por 50% agua destilada, 40% de etanol y 10% ácido 
acético en agitación a 50 rpm por 30 minutos. Transcurrido este tiempo se retira 
la solución de fijación y se añade la tinción compuesta por 80% de azul de 
Coomassie y 20% metanol, la cual debe ser incubada entre 18 - 24 horas. 
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Para finalizar, se debe lavar el gel con una solución constituida por 65% 
agua destilada, 20% metanol y 15% de ácido acético, con el fin de retirar el 
exceso de coloides. 
 
 
3.4.8 Cinética de agregación 
 
 
Tras obtener el monómero puro se realiza una cinética de agregación in 
vitro con el fin de inducir el cambio conformacional del monómero a oligómero. 
Para esto, a un pocillo de una microplaca se añaden 100 µL de buffer fosfato 25 
mM que actúa como blanco, 50 µL de proteína 4R 40-50 µM más 50 µL de 
heparina sódica 10 µM en relación 1:4 como muestra en duplicado y 30 µL de 4R 
más 30 µL de heparina. Todo se debe incubar a 37°C 150 rpm durante 48 horas. 
 
El ensayo es controlado en tiempo cero, 6, 15, 24 y 48 horas para observar 
el remodelamiento en la estructura del monómero, para ello sobre cada pocillo 
se deben agregar 100 µL de ThT con el fin de detectar la cantidad de hoja β 
presente en la estructura, incubar durante una hora a 37°C y medir su 
fluorescencia a 440 – 485 nm como haz de excitación/emisión, respectivamente. 
Tras la lectura se guarda una alícuota a partir del pocillo que contiene 60 µL 







3.4.9 Dot blot y estudio del remodelamiento estructural de oligómeros 
mediante el uso de anticuerpos 
 
 
Primero se debe humedecer una membrana de nitrocelulosa con TBS 1x 
durante 10 minutos. Una vez ambientada la membrana se carga la muestra en 
un pocillo y se incuba durante una hora, luego se añade la solución de bloqueo 
compuesta por leche descremada 5% durante una hora en agitación constante, 
se adiciona el anticuerpo primario T22 diluido en solución de bloqueo en relación 
1:2.000 y se incuba en agitación durante una hora. Transcurrido el tiempo se 
realizan tres lavados de 10 minutos cada uno con TTBS 1X y se añade el 
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa diluido 1:2.000, igualmente se 
incuba durante una hora en constante agitación y se realizan 3 ciclos de lavado. 
Tras esto, a la membrana se le añade el sustrato peroxidasa, se incuba durante 




3.5 Análisis estadístico 
 
 
El análisis estadístico se desarrolló mediante el uso de GraphPad 6. Los 
datos fueron analizados con media ± SEM usando ANOVA y t student según 







3.6 Eliminación de desechos y residuos 
 
 
Existen tres tipos de residuos generados a partir del laboratorio clínico: los 
residuos peligrosos que presentan un riesgo para la salud pública y/o para el 
medio ambiente y que pueden provocar toxicidad; los residuos especiales que 
pueden contener agentes patógenos capaces de causar enfermedad en un 
huésped susceptible, por ejemplo cultivos y muestras biológicas almacenadas, 
sangre, elementos cortopunzantes, entre otros; y los sólidos asimilables que 
pueden ser eliminados y entregados en recolección municipal, ya que no 
presentan riesgos a la salud. 
Para eliminar correctamente los residuos especiales que generamos en el 
laboratorio de investigación debemos contar con elementos de protección 
personal para la manipulación de estos, bolsas herméticas y resistentes, todo 
debe estar rotulado para su correcta eliminación, las placas de cultivo bacteriano 
autoclavadas a 121 °C previo a su eliminación con el fin de eliminar el material 
biológico existente en ellas. Además, los desechos especiales fueron trasladados 
a una bodega de almacenamiento para ser retirados por una compañía externa, 




CAPÍTULO 4: RESULTADOS 
 
4.1 Fracción 4R recombinante 
 
 
Para obtener proteína recombinante se realizó un proceso de clonación de 
la secuencia 4R mediante el uso del vector pET-28a (+), seguido de una 
transformación bacteriana de E.coli BL21 (DE3). Se sembraron las bacterias y se 
seleccionaron cinco clones, de los cuales se obtuvo una alícuota para trabajar 
como control negativo (CN) y luego, se procedió a realizar una inducción con 
IPTG para evaluar cuál de los clones produjo mayor cantidad de proteína, 
correspondiente al control positivo (CP). 
 
Con el fin de corroborar la correcta inducción y producción de la fracción 
4R, se compararon los CN y CP de los cinco clones mediante una electroforesis 
SDS-PAGE al 15% acrilamida-bisacrilamida, obteniendo que los clones 4 y 5 
fueron los mayores productores de la proteína en estudio, tal como se muestra 








Figura 4: Electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida-bisacrilamida. El gel fue 
utilizado para verificar la expresión de la fracción 4R a partir de cada colonia 
aislada desde el cultivo piloto. El carril MPM corresponde al marcador de peso 
molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 - 250 kDa 
ThermoScientific ®, en los carriles 2 y 4 se ubican los controles positivos (CP) 
de los clones 4 y 5 posterior a la inducción con IPTG 1 mM y a su lado, en los 
carriles 3 y 5, se ubican los controles negativos (CN) previos a la inducción. 
 
 
4.2 Purificación de la fracción 4R 
 
 
Tras la inducción del cultivo a mayor escala, se realizaron una serie de 
ciclos de sonicado y congelado para obtener un sobrenadante rico en proteína 
4R, el cual debió ser purificado para eliminar los posibles interferentes.  
 
Con el fin de establecer el mejor método para purificar nuestra proteína se 





Según esto, comenzamos por una purificación proteica automatizada 
mediante el uso de HPLC Youngling YL9100 System, en la cual 5 – 6  mL de 
muestra inyectados de 300 µL cada vez, fueron sometidos a un gradiente de 
concentración de imidazol desde una solución A que contiene 20 mM imidazol a 
una solución B con 500 mM imidazol, ambas con una concentración común de 
500 mM NaCl y 20 mM Na2HPO4 con una duración de 40 minutos, tal como se 
muestra en el Gráfico 2, se pueden observar dos peaks de monitoreo a 276 y 215 
nm representados en los canales 1 y 2, respectivamente. 
 
A lo largo del ensayo se colectaron 50 mL aproximadamente, separados 
en dos peaks obtenidos desde la gráfica otorgada por el equipo, luego se 
concentró la muestra en un filtro Millipore® Amicon® hasta obtener 12 mL con 
una concentración entre 50 – 60 µM para finalmente someterlos a una 
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Gráfico 2: Cromatograma generado durante la purificación de la fracción 4R por 
medio de la columna IMAC. El canal 1 representa una monitorización a 276 nm 
y el canal 2 a 215 nm. 
 
Con el fin de mejorar los resultados de la purificación, se realizó una 
modificación del método convencional, variando las concentraciones de imidazol 
de las soluciones A y B de 20 a 10 mM y de 500 a 150 mM, respectivamente, 
manteniendo constantes las concentraciones de 500 mM NaCl y 20 mM Na2HPO4 
en ambas soluciones y aumentando la duración del método hasta completar un 
total de 100 minutos. Al igual que el método convencional la muestra colectada 
fue concentrada y posteriormente cargada en una electroforesis SDS-PAGE. 
 
La comparación de ambos métodos está en la Figura 5, en la cual se 
observa una diferencia en el resultado de la purificación, ya que en el método 
convencional, Figura 5.A, se encontró una mayor cantidad de interferentes entre 
25 – 35 kDa y una cantidad casi  nula de la fracción 4R en ambos peaks, a 
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diferencia del método modificado, Figura 5.B, en donde la fracción 4R se encontró 
prácticamente sin interferentes, dando una muestra de trabajo más pura y 
concentrada, evidenciable en la banda de 14 kDa correspondiente a la fracción 
4R. 
 
Además, en la Figura 5.C se encuentran las bandas aisladas a partir de la 
doble purificación, mostrando un aumento en la capacidad de concentración del 
método en relación a la purificación automatizada, pero aumentando levemente 
la concentración de las fracciones de mayor peso molecular no requeridas 












Figura 5: Purificación de la fracción 4R a partir del clon 5 obtenido desde el 
cultivo mayor. En todas las imágenes se observa en el primer carril el marcador 
de peso molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 - 250 kDa 
ThermoScientific ®, en el segundo carril se aprecia el control positivo (CP) y 
finalmente, se visualizan los peaks 1 y 2 provenientes del proceso automatizado 
de purificación. Además, en la figura A se utilizó un método convencional, en B 




Continuando con el método de purificación manual, se utilizó la columna 
ProImac, donde se cargaron entre 7-10 mL de muestra proveniente del cultivo y 
se les hizo interactuar en la resina de la columna con concentraciones crecientes 
de 10, 15, 20, 40, 80 y 120 mM imidazol acompañadas de una concentración 
constante de 500 mM NaCl y 20 mM Na2HPO4 para separar las fracciones no 





En la Figura 6 podemos observar cómo a partir del control positivo y a medida 
que aumentan las concentraciones de imidazol se van separando y aislando las 
distintas fracciones presentes en un inicio, dando lugar a una proteína de 14 kDa 
concentrada y exclusivamente conformada por la fracción 4R. 
 
Figura 6: Purificación de 4R al ser sometida a concentraciones crecientes de 
imidazol. En el primer carril se observa el marcador de peso molecular 
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 - 250 kDa ThermoScientific ®, 
luego un control positivo del clon 5 obtenido desde el cultivo mayor y finalmente, 
la purificación de 4R mediante el uso de concentraciones crecientes de imidazol 
(10, 15, 20, 40, 80 y 120 mM). En los últimos dos carriles se aprecia la fracción 






4.3 Cinética de agregación de la fracción 4R 
 
 
Al obtener la fracción de 4R purificada y totalmente libre de interferentes, 
se procedió a realizar una cinética de agregación para conocer su 
comportamiento a través del tiempo. Para esto, se cargó un blanco de buffer 
fosfato 25 mM acompañado 50 µL de proteína a 50 µM más 50 µL de heparina 
10 µM en duplicado a intervalos de tiempo de 0, 6, 15, 24 y 48 horas. Los 
resultados obtenidos fueron tabulados en el Gráfico 3, donde se observa la 
agregación del monómero reflejada en el aumento de las unidades de 




Gráfico 3: Cinética de agregación de la fracción 4R a una concentración inicial 




F lu o r e s c e n c ia  in tr ín s e c a






















































1 0 5 0
1 1 0 0
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1 2 0 0
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Gráfico 4: Medición de fluorescencia intrínseca a 0, 6, 15, 24 y 48 horas y sus 
respectivas unidades de fluorescencia tras excitación y emisión a 275-310 nm. 
 (p < 0,05) 
 
Dicho aumento en la agregación es progresivo en el tiempo y establece 
que en un intervalo de 48 horas las unidades de fluorescencia son óptimas para 
realizar un ensayo con moléculas naturales para determinar si inhiben el proceso 
de agregación. Además, en el Gráfico 4 se encuentran las unidades de 
fluorescencia obtenidas tras la medición de las muestras sometidas a la cinética 
de agregación, mediante el uso de fluorescencia intrínseca. 
 
Con el fin de demostrar que el aumento de las unidades de fluorescencia 
es debido a la agregación de 4R, se realizó un gel SDS-PAGE al 15% acrilamida-
bisacrilamida observable en la Figura 7, donde a la hora cero se presenta una 
banda de 14 kDa correspondiente al monómero de la proteína, el cual con el 
transcurso de las horas va desapareciendo, dando lugar a la formación de 
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agregados. Asimismo, se hace una relación entre el aumento de las unidades de 





Figura 7: Monitoreo de la cinética de agregación en gel SDS-PAGE 15% 
acrilamida-bisacrilamida. En él se observa cómo se altera la concentración 
monomérica de Tau en la banda de 14 kDa y su disminución en el tiempo, junto 
con la formación de agregados presentes en las bandas de 55 y 70 kDa y 




4.4 Ensayos de agregación con compuestos naturales 
 
 
Tras conocer el comportamiento de la cinética de agregación de 4R, se 
montó un ensayo con 4 moléculas de origen natural con el fin de observar si eran 
capaces de inhibir el proceso de formación de agregados. Para esto, se cargaron 
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tres blancos con buffer fosfato 25 mM y tres controles de agregación con 50 µL 
de proteína más 50 µL del inductor heparina. Además, se añadió un blanco para 
cada compuesto natural y en duplicado se cargaron 4R, el inductor y la molécula. 
 
Como se observa en el Gráfico 5, se realizó un ensayo de agregación in 
vitro de la fracción 4R con cuatro moléculas monitoreadas con ThT una vez 
transcurridas 48 horas de incubación. Las barras representadas en el gráfico 
corresponden al promedio de agregación del ensayo en duplicado con un p < 
0,05, demostrando que sí existe un grado de significancia entre el control de 
agregación y la actividad anti-agregante de los compuestos. Más aún, se observa 
que todos los compuestos detuvieron el proceso de agregación de 4R siendo la 
molécula señalada como A6 la que mayor efecto tuvo al presentar solo un 4,4% 
de agregación, en otras palabras, obtuvo un 95,6% de poder inhibitorio. Todos 
los porcentajes de agregación e inhibición se encuentran en la Tabla 2 y el grado 
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Gráfico 5: Ensayo de agregación con compuestos naturales. La molécula  A2 
arrojó un 20,99% de agregación, A4: 9,95%, A6: 4.43%, A7: 24,55%. Dichos 
porcentajes se obtuvieron a partir del control de agregación que arrojó 3.776 
unidades de fluorescencia, utilizadas como el 100% de agregación. Se 
presentan los datos como media ± SEM con p < 0,05. 
 
Molécula % Agregación % Inhibición 
A2 20,99 79,01 
A4 9,95 90,05 
A6 4,43 95,57 
A7 24,5 75,5 




Continuando con los ensayos de agregación, se probaron 5 moléculas 
adicionales señaladas como P1, Q1, R1, S1 y T1, todas de origen natural 
confidencial y aún bajo elucidación estructural. Se mantuvieron las condiciones y 
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proporciones de carga, fueron incubadas durante 48 horas y se monitoreó su 
agregación con ThT obteniéndose los resultados presentes en el Gráfico 6 y 
Tabla 3. Al igual que en el caso anterior, cada barra representada en el gráfico 
corresponde al promedio del ensayo en duplicado ± SEM de cada lectura de 
fluorescencia con un p < 0,05, demostrando nuevamente que existe significancia 
entre los datos analizados. Por otra parte, se desprende que las cinco moléculas 
analizadas disminuyen y/o alteran el proceso de agregación de la fracción 4R de 
la proteína Tau, destacando ampliamente los compuestos señalados como S1 y 
T1 al inhibir el porcentaje de agregación en un 97,32% y 97,03% 
respectivamente. 
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Gráfico 6: Segundo ensayo con moléculas naturales. Los porcentajes de 
agregación son los siguientes: P1 21,52%, Q1 33,05%, R1 33,12%, S1 2,68%, 
T1 2,97%. El control de agregación obtenido corresponde a 71.040 unidades de 





Molécula % Agregación % Inhibición 
P1 21,52 78,48 
Q1 33,05 66,95 
R1 33,12 66,88 
S1 2,68 97,32 
T1 2,97 97,03 
Tabla 3: Porcentajes de agregación e inhibición de las moléculas P1, Q1, R1, 
S1 y T1. 
 
 
 Para el último ensayo con moléculas de origen natural se 
seleccionaron 11 compuestos diferentes nombrados como A, C, D, E, G, H, I, J, 
K, L y NR1, probados durante investigaciones anteriores65. El fin de utilizarlos 
nuevamente es corroborar si los resultados obtenidos en ese momento son los 
mismos al mejorar el grado de purificación de la fracción 4R para determinar si 
existe una relación entre ellos. 
 
Durante el ensayo se mantuvieron las condiciones de carga iniciales y se 
monitoreó la agregación con ThT una vez transcurridas 48 horas de incubación, 
los resultados obtenidos fueron  graficados utilizando la media de cada molécula 
cargada en duplicado ± SEM arrojando un p < 0,05, indicando mediante el 
análisis ANOVA que existe significancia entre los datos analizados y el control de 
agregación. A partir del Gráfico 7 y la Tabla 4, se desprende que existen 4 
moléculas capaces de inhibir el proceso de agregación de la proteína Tau en más 
de un 50%, arrojando que E posee una capacidad inhibitoria de 69,99%, D 
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Gráfico 7: Tercer ensayo de agregación con moléculas naturales. Se observa 
cómo algunas de ellas son capaces de inhibir la formación de oligómeros de la 
fracción 4R en relación con el control agregación (CA) que arrojó 1.006 
unidades de fluorescencia correspondientes al 100% de agregación. (p < 0,05) 
 
Molécula % Agregación % Inhibición 
A 100 0 
C 63,77 36,23 
D 26,66 73,34 
E 30,01 69,99 
G 100 0 
H 100 0 
I 17,66 82,34 
J 55,40 44,6 
K 9.34 90,66 
L 94,5 5,5 
NR1 100 0 
Tabla 4: Porcentajes de agregación e inhibición de los compuestos A, C, D, E, 






4.5 Remodelamiento de estructuras oligoméricas 
 
 
Para corroborar que las moléculas de origen natural probadas durante esta 
investigación realmente eran capaces de generar un remodelamiento en la 
estructura de Tau tras iniciar el proceso de agregación, se tomaron muestras 
representativas de 0 y 48 horas tanto del control de agregación como de la 
proteína tratada con droga para ser sometidas a un dot blot. 
Se escogió de forma aleatoria una molécula dentro de aquellas capaces 
de inhibir un 50% o más el proceso de agregación de la proteína Tau, resultando 
electo el compuesto R1 que arrojó un 66,88% de inhibición y se hizo interactuar 
con el anticuerpo T22 dirigido específicamente contra estructuras oligoméricas 
arrojando los resultados obtenidos en la Figura 8. En ella, se visualiza un alto 
reconocimiento por parte del anticuerpo a las 48 horas de agregación y una 
disminución al ser tratada con el compuesto R1. La muestra fue trabajada en 
duplicado y se obtuvo un p < 0,05, mediante el análisis t student, demostrando 




Figura 8: Dot blot de la molécula R1, en A de izquierda a derecha se observa el 
análisis estadístico de los datos obtenidos a las 48 horas de agregación en 
ausencia de la molécula R1 y en presencia de ella (p < 0,05). B muestra el 
resultado del dot blot de la proteína en ausencia y presencia de la molécula R1 







CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN 
 
 
En la actualidad solo existen 4 medicamentos aprobados para el 
tratamiento de la EA pertenecientes a 2 grupos: los inhibidores de 
acetilcolinesterasa y los receptores de N-metil-D-aspartato(47). Sin embargo, se 
ha demostrado que ninguno de estos tiene un efecto curativo real, constituyendo 
solo una medida paliativa cuya efectividad se encuentra limitada a etapas 
avanzadas de la enfermedad, presentando el riesgo de generar una resistencia 
a su efecto con el transcurso del tiempo(47, 66). Por este motivo, en las últimas 
décadas ha aumentado el interés por buscar un tratamiento capaz de frenar la 
progresión de la EA, orientando la vista sobre moléculas de origen natural que 
tengan la capacidad de inhibir la agregación patológica de Tau.  
 
A pesar de los avances en el conocimiento del proceso de agregación aún 
existen interrogantes de los cambios estructurales que ocurren en la formación 
de una fibra, cómo a partir del monómero se generan sitios de agregación que 
dan paso a la formación de oligómeros y cómo estos son capaces de 
desencadenar la enfermedad. Más aún, es importante conocer como dichos 
oligómeros se remodelan frente a la acción de inhibidores, por esta razón nuestra 
investigación se basó en la evaluación in vitro del efecto inhibitorio de moléculas 
naturales sobre estructuras oligoméricas de Tau, enfocándonos en el 







Figura 9:Vector pET-28a(+ )utilizado para el proceso de clonación y 
transformación bacteriana(67) 
 
Para esto, utilizamos el vector pET-28a(+), observable en la Figura 9, que 
contiene una serie de secuencias, sitos de restricción y traducciones específicas 
que nos permitieron realizar transformaciones y clonajes bacterianos para inducir 
y producir nuestra proteína(67). 
 
Para utilizar el vector es necesario realizar una transformación bacteriana 
para que este aproveche la maquinaria replicativa de la bacteria y produzca la 
secuencia aminoacídica de interés, por esto utilizamos la bacteria Gram negativa 
E.coli BL21 (DE3) cuya característica principal es expresar proteínas, debido a 
que no posee las proteasas Ion y OmpT capaces de degradar proteínas 
exógenas a la bacteria(68) y portar un fago recombinante DE3 que alberga el gen 
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de la RNA polimerasa T7 que permite regular la expresión de los genes 
clonados(69-72). 
 
Una vez introducido el vector acompañado de la fracción 4R, fue necesario 
saber si el proceso de transformación resultó efectivo. Para esto, las bacterias 
fueron sembradas en una placa de agar LB con kanamicina y aquellos clones 
que insertaron correctamente el vector a su genoma crecieron gracias al gen de 
resistencia a dicho antibiótico presente en la secuencia, se seleccionaron 5 
clones y por medio de una electroforesis se corroboró cuáles eran los mejores 
productores de la fracción 4R. Además, añadimos el inductor IPTG para inhibir al 
represor lac de transcripción y así permitir la producción de la fracción 4R en la 
fase exponencial de crecimiento del cultivo bacteriano y permitimos su 
purificación al utilizar una resina que contiene el metal divalente cobalto capaz 
de interactuar con la cola de poli-histidina 6xhis presente en la secuencia del 
vector(67). 
 
 Tras obtener la proteína a partir del vector pET-28a (+), se realizó una 
purificación, utilizando el Co-2 para interactuar con la cola de histidinas presente 
en nuestra proteína, para dar lugar a la formación de un enlace covalente 
coordinado capaz de adherir la fracción 4R a la resina. Al utilizar un gradiente con 
bajas concentraciones de imidazol (buffer de unión) se logra favorecer la 
interacción de la proteína con el metal de la resina y al aumentar dichas 
concentraciones (buffer de elución) se crea una competencia por la afinidad del 
metal con la columna al ser un análogo competitivo de histidina y se libera la 
proteína que anteriormente estaba unida al cobalto. A pesar de que la columna 
soporta una variación de pH entre 2-12, el óptimo para trabajar fluctúa entre pH 
6-9, siendo el escogido para nuestra investigación el pH 7,4, razón por la cual 
todas las soluciones preparadas fueron adaptadas a esta condición(73-76). 
 
Además, para crear los gradientes de concentración de imidazol, fue 
necesario añadir a cada solución un tampón como el buffer fosfato para 
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estabilizar el medio, acompañado de altas concentraciones de sal capaces de 
inhibir las interacciones iónicas inespecíficas. Con esta información se realizaron 
distintos métodos de purificación para establecer cuál de ellos permitía separar 
de mejor forma la proteína. De esta manera, al comparar el método automatizado, 
el manual y la doble purificación obtuvimos lo siguiente: 
 
Al cambiar las concentraciones de imidazol de las soluciones A y B en el 
método automatizado se logró mejorar la intensidad de la banda de 14 kDa y 
disminuyó la cantidad de interferentes, otorgándonos una mayor cantidad y mejor 
calidad de muestra. Sin embargo, al comparar la purificación manual con la 
automatizada se evidencia que la primera nos brinda una clara separación de 
todas las bandas presentes, dando prioridad a la concentración de la banda de 
nuestro interés. 
 
Es importante esclarecer los pros y contras de ambos métodos, pues si 
bien el método manual demostró ser más eficaz a la hora de purificar nuestra 
proteína, presenta el inconveniente de necesitar mayor cantidad de muestra 
inicial (7 – 10 mL) para obtener un producto final oscilante entre 1,0 – 1,5 mL, 
mientras que en el método automatizado se requieren entre 5 - 6 mL iniciales 
para dar un volumen final de 12 mL aproximadamente. 
 
Al unir ambos métodos se esperaba mantener el alto grado de purificación 
otorgado por el sistema manual y la abundante cantidad de muestra final 
recolectada a partir del automatizado. Sin embargo, descubrimos que si bien el 
volumen final era alto, la calidad de la purificación disminuía al mantenerse 
algunas de las bandas de alto peso molecular que actúan como interferentes, 
dejando a criterio del investigador el método que prefiera utilizar dependiendo de 
la calidad  y cantidad de muestra que desee obtener 
Para el cálculo de la concentración inicialmente se ocupó la ley de 
Lambert-Beer: A = BxԐxC, donde A corresponde a la absorbancia obtenida a 276 
nm por el fluorímetro Synergy H1, B es el diámetro de la cubeta utilizada (1 cm), 
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Ԑ se define como el coeficiente de extinción molar que, en el caso de la fracción 
4R, corresponde a 1.520 M-1 cm-1 y C actúa como incógnita para determinar la 
concentración molar(77, 78). 
 
Cuando nuestra proteína aún no lograba ser purificada totalmente, el 
sistema de medición de absorbancia arrojaba valores fidedignos de las 
concentraciones obtenidas. Sin embargo, una vez que pulimos el proceso y 
eliminamos las bandas adicionales a la de 14 kDa los resultados comenzaron a 
ser incongruentes, debido a que las absorbancias presentadas por nuestro 
blanco, inicialmente compuesto por PBS 1X, eran mayores a las obtenidas a 
partir de nuestra fracción 4R, más aún, en algunas situaciones los valores eran 
congruentes, pero a la hora de intentar diluir la muestra para llegar a la 
concentración deseada de 50-60 µM los valores se estancaban en las 
absorbancias presentadas por el blanco. 
 
 Con este problema de por medio decidimos buscar otros métodos capaces 
de determinar concentraciones proteicas que fueran rápidos, simples, no 
perdieran muestra y se basaran en algún principio de fluorescencia. Con estas 
características llegamos al sistema de medición de concentración mediante el 
uso de fluorescencia intrínseca de las proteínas originada en los residuos de 
aminoácidos aromáticos(79). Dicha fluorescencia intrínseca se relaciona con los 
componentes aminoacídicos de la proteína en estudio, siendo el triptófano el 
fluoróforo intrínseco dominante al ser más sensible a los cambios que ocurren en 
su entorno y presentar un espectro de excitación y emisión más estable otorgado 
por su grupo indol(80), le sigue la tirosina con características similares(81)y 






Figura 10: Espectro de emisión (E) y absorción (A) de los aminoácidos 
aromáticos en solución acuosa a pH 7,0 (I. Gryczynski, Principles of 
Fluorescence Spectroscopy,2007) 
 
 Los aminoácidos aromáticos poseen distintas longitudes de onda a las 
cuales presentan un estado de emisión y absorción propio, otorgado por su 
estructura química(82), tal como se muestra en la  Figura 10. De acuerdo con esto, 
se programó un método con ondas de excitación y emisión a 275 y 310 nm, 
respectivamente y se decidió analizar la concentración proteica en base a tirosina 
que, según la Figura 2, solo se encuentra una vez en la fracción 4R. Por 
añadidura, entre los 140 aminoácidos de esta fracción no existe triptófano 




 Para extrapolar los valores otorgados por la fluorescencia intrínseca a una 
medida de concentración, se realizó una curva de calibración con BSA en 
concentraciones conocidas de 100, 250, 500, 1.000 y 1.500 µg/mL, cada muestra 
fue analizada en el fluorímetro Sinergy H1 con el método recién mencionado y 
los valores obtenidos en cada una fueron graficados para generar una ecuación 
capaz de despejar la concentración a partir de la fluorescencia intrínseca. Si bien 
el método fue efectivo, se debió cambiar el PBS 1X previamente utilizado como 
blanco y diluyente proteico por buffer fosfato, lo que disminuyó los problemas 
generados con anterioridad posiblemente asociados a las concentraciones de sal 
presentes en el primer tampón. 
 
 Con el fin de corroborar si los valores generados a partir de este principio 
eran correctos, decidimos realizar una nueva curva de calibración con el método 
Bradford que se basa en la reacción de Coomassie Brilliant Blue G-250 con 
residuos de aminoácidos básicos en proteínas(83), el cual a pesar de perder una 
considerable cantidad de muestra otorga unos resultados confiables y seguros. 
Mediante este método logramos concluir que tanto los valores obtenidos a partir 
de fluorescencia intrínseca como los generados a partir del método Bradford 
fueron concordantes. 
 
Es importante destacar que Tau es altamente soluble debido al gran 
número de residuos polares y cargados que contiene en su estructura, sin 
embargo, su agregación está íntimamente ligada al desarrollo de la 
enfermedad(84). Debido a la alta solubilidad y las concentraciones generalmente 
bajas de proteína en la célula a nivel fisiológico, deben existir factores celulares 
que promuevan la agregación patogénica de esta proteína. De hecho, varios 
polianiones celulares (ARN, péptidos ácidos o micelas), heparina, ácido 
araquidónico e incluso alfa-sinucleína aceleran drásticamente la agregación de 





Para nuestros experimentos optamos por utilizar heparina, ya que la 
formación de agregados en presencia de esta provocaría un efecto electrostático 
mediante oxidación, induciendo que la estructura de Tau pase del estado 
monomérico a la formación de agregados ricos en estructura de hoja β(87). Para 
lograrlo, la heparina se une a dos moléculas de 4R dando como resultado la 
formación de los primeros estadíos de agregación conocidos como dímeros, los 
cuales por medio de la fase de nucleación y elongación se extienden hasta llegar 
a la formación de la fibra amiloidogénica(86, 88). 
 
Con respecto a los resultados obtenidos durante la cinética de agregación, 
podemos establecer que se condicen con lo descrito en la literatura, donde se 
plantea que a medida que el proceso avanza aumentan las estructuras con 
contendido de hoja β(89). Esto se ve reflejado en el Gráfico 3, donde las unidades 
de fluorescencia emitidas por la excitación de la ThT aumentan al transcurrir el 
tiempo de agregación en relación con el tiempo cero, debido a la capacidad del 
colorante para unirse a los anillos aromáticos de estructuras ricas en hoja β(41). 
 
Para validar los resultados y monitorear el comportamiento de nuestra 
proteína se realizaron mediciones utilizando la fluorescencia intrínseca, pero 
notamos que los valores no fueron concordantes con los resultados extraídos a 
partir de la medición con ThT, ya que esperábamos que existiera una relación 
directamente proporcional con el tiempo y la intensidad de los resultados. Sin 
embargo, percibimos que las unidades de fluorescencia aumentan y disminuyen 
sin un patrón definido. Es posible que dicho fenómeno se deba a que el único 
anillo de tirosina de la proteína ubicado en el hexapéptido 306VQIVYK311, esté en 
lugares donde no puede ser excitado por el haz de luz, estudios anteriores han 
demostrado que existen tres formas diferentes de polimorfismo de 
empaquetamiento. En una de ellas el hexapéptido queda expuesto y en las dos 
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restantes el motivo de agregación va quedando internalizado entre pares de hoja 
β debido a la orientación paralela de estos,  haciendo difícil la interacción de la 
ThT con el anillo de tirosina(90), que en nuestro caso sería el posible responsable 
de las variaciones en las mediciones. 
 
 Otro punto importante para mencionar es la condición a la cual es realizado 
el ensayo, ya que se ha establecido que a 37°C y pH 7,4 se mantienen estables 
las características de la proteína(91). También se determinó el tiempo óptimo para 
observar estructuras oligoméricas, porque a pesar de que algunos autores 
definen 24 horas para realizar los ensayos otros sugieren mejores resultados a 
las 48 horas(63), tiempo que se relaciona con los datos obtenidos a lo largo de 
nuestra investigación. 
 
Con relación a las moléculas analizadas como posibles vías de inhibición 
del proceso de agregación de la proteína Tau, descubrimos que varias de ellas 
poseen un alto efecto inhibitorio, pero en base a los experimentos realizados no 
podemos determinar si dicho cambio en la estructura es beneficioso para la vida 
celular. Sin embargo, podemos estar seguros de que disminuyen el contenido de 
hoja β o impiden su formación al obtener una baja señal de fluorescencia, la cual 
está directamente relacionada con su unión de ThT. 
 
También, es posible establecer que la hipótesis nula fue invalidada al 
obtener un grado de significancia con p < 0,05 en todos los ensayos montados 
con moléculas de origen natural, demostrando que los datos analizados 
presentan un grado de significancia respecto a sus controles. 
 
Por otro lado, se demuestra el remodelamiento del agregado al ser tratado 
con la molécula R1 mediante el análisis dot blot. Aquí el anticuerpo T22 reconoce 
estructuras oligoméricas, por lo que al existir una disminución en la intensidad de 
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la señal de la muestra de 48 horas tratada con el compuesto de origen natural 




CAPÍTULO 6: CONCLUSIÓN 
 
  
 En base a los resultados obtenidos podemos extraer que la hipótesis 
planteada es validada, puesto que varias moléculas de origen natural probadas 
durante este estudio son capaces de remodelar la estructura del oligómero y, a 
su vez, disminuyen su contenido de hoja β perjudicial. Sin embargo, a pesar de 
que nuestros objetivos fueron cumplidos aún quedan temas inconclusos por 
resolver, por ejemplo, entender el mecanismo de remodelación, evaluar si las 
moléculas utilizadas tienen el mismo efecto si ajustamos a condiciones 
fisiopatologías, y por qué no, estudiar el efecto de estas en un modelo in vivo. 
 
Dicho esto, nuestro trabajo invita a proseguir con una línea investigativa 
enfocada en dilucidar las interrogantes anteriormente planteadas, así como 
también sugiere seguir investigando la capacidad inhibitoria de moléculas 
naturales en el proceso de agregación de la proteína Tau dirigiendo la mirada 
hacia el estudio del remodelamiento y si este tiene la capacidad de disminuir el 
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